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VALIDATION OF METHODOLOGY FOR THE SIMULTANEOUS DETERMINATION OF SYNTHETIC ANTIOXIDANTS 
IN VEGETABLES OILS, MARGARINE AND VEGETABLES HYDROGENATED FATS BY HPLC/UV. The use of antioxidants 
either to prevent or retard food’s lipids oxidation was approved after inquires that verified their security within a daily intake limit. 
In this study, the methodology was developed and validated for the analysis of synthetic antioxidants: propylgallate (PG), tert-
butylhydroquinone (TBHQ), butylhydroxyanisole (BHA), octylgallate (OG) and butylhydroxytoluene (BHT) in vegetables oils, 
margarine and hydrogenated fats by high performance liquid chromatographic. The methodology revealed itself efficient, with 
recovery rates above 90% for all antioxidant substances, besides good linearity in concentration range of 40-240 mg kg-1 (r = 0,999), 
repeatability with CV < 3,7% and limit of quantification 16.55, 10.32, 1.40, 3.76 and 9.30 mg/kg for BHT, BHA, PG, OG and TBHQ, 
respectively.
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INTRODUÇÃO
Um dos grandes problemas com os alimentos são as mudanças 
ou alterações que ocorrem durante o processamento, armazenamento 
e utilização.1
A maioria dos alimentos contém óleos e/ou gorduras, seja na 
forma pura ou como constituintes. Os óleos e gorduras têm uma 
grande importância pois, além de fornecerem energia, contribuem 
para o sabor dos alimentos (palatabilidade), são fontes de vitaminas 
lipossolúveis A, D, E e K, bem como a principal fonte de ácidos 
graxos essenciais.2
As alterações que óleos e gorduras sofrem são decorrentes de 
reações químicas que levam o alimento à deterioração. Essas reações 
podem ser a oxidação, reversão, hidrólise e polimerização.3 A reação de 
maior importância, tanto do ponto de vista econômico como nutricional, 
é a oxidação pois, devido à destruição de ácidos graxos essenciais e 
vitaminas lipossolúveis,4-6 acarreta alterações de odor, sabor, textura, 
consistência e aparência, assim como a perda de valor nutricional.
Os antioxidantes sintéticos são usados como aditivos alimen-
tares para prevenir ou retardar a oxidação lipídica. São substâncias 
que tiveram seu uso aprovado em alimentos após investigações que 
comprovaram sua segurança dentro de um limite de ingestão diária; 
sendo assim, estão sujeitas a legislações específicas de cada país ou 
por normas internacionais. Desses antioxidantes sintéticos os mais 
utilizados pela indústria brasileira são: butil hidroxianisol (BHA), 
butil hidroxitolueno (BHT), galato de propila (PG) e terc-butil hi-
droquinona (TBHQ). No Brasil,7,8 as legislações vigentes permitem 
a adição, em óleos e gorduras de BHA e TBHQ no limite máximo 
de 200 mg/kg; BHT, galatos de propila, dodecila e octila no limite 
de 100 mg/kg e, margarina (sobre o teor de gordura), no limite de 
200 mg/kg de BHA, BHT, TBHQ e galato de propila.
Atualmente, muitos métodos analíticos têm sido pesquisados 
para detectar e quantificar essas substâncias. Esses métodos incluem 
desde a detecção qualitativa através de reações colorimétricas até 
métodos semiquantitativos e quantitativos, como espectrofoto-
metria, voltametria, polarografia e métodos cromatográficos, tais 
como cromatografia em camada delgada - CCD,9,10 de permeação 
em gel - CPG,11 em fase gasosa - CG,12-15 líquida de alta eficiência - 
CLAE16-22 e eletroforese capilar - CE.23 Dos métodos citados, CG e 
CLAE são os mais empregados para a separação e quantificação dos 
antioxidantes sintéticos. 
Estudos de metodologias reportados na literatura descrevem 
diversos trabalhos para a determinação simultânea de antioxidantes 
sintéticos por CLAE empregando eluição isocrática e gradiente, 
diferentes características de colunas e fases móveis. A maioria dos 
trabalhos relatados tem utilizado eluição por gradiente18-22,24,25 embora 
eluição isocrática tenha sido usada em alguns casos.26-29
Métodos para a separação de antioxidantes em fase normal têm 
sido propostos por Van Niekerk e Du Plessis,30 Indik e Woollard,31 
Anderson e Van Niekerk,26 mas são pouco empregados, já que a 
utilização de fase normal apresenta a desvantagem de necessitar de 
misturas complexas de solventes para a fase móvel, que são tóxicos 
tais como dioxano-hexano,30 hexano-cloreto de metileno-acetonitrila31 
e hexano-1,4-dioxano-acetonitrila,22 enquanto que a fase reversa 
emprega solventes mais comuns como o metanol e acetonitrila e, 
portanto, tem a preferência dos pesquisadores.17-23,27,32-34
No Brasil, quase não existem dados sobre os níveis reais de 
antioxidantes presentes nos alimentos. Portanto, é de fundamental 
importância desenvolver um método analítico que seja adequado para 
a determinação simultânea dos antioxidantes sintéticos permitidos 
pela legislação brasileira. Recomenda-se que o método que seja sim-
ples, reprodutível e rápido, permitindo que órgãos oficiais fiscalizem 
e garantam que os alimentos estejam dentro de padrões de qualidade 
aceitáveis para consumo. 
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Frente ao desenvolvimento tecnológico e a uma constante di-
versificação de produtos no mercado, é necessário o monitoramento 
desses antioxidantes nos alimentos. Além disso, a segurança desses 
compostos tem sido questionada nos últimos anos, devido ao seu 
potencial tóxico.35
O objetivo deste trabalho foi a validação de metodologia, utilizando 
cromatografia líquida de alta eficiência para determinação simultânea 
de antioxidantes sintéticos butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxito-
lueno (BHT), galato de propila (PG), galato de octila (OG) e o terc-
butil hidroquinona (TBHQ) em óleos vegetais, margarinas e gorduras 
hidrogenadas, priorizando a utilização de solventes menos tóxicos.
PARTE EXPERIMENTAL
Materiais 
Foram utilizadas 2 amostras dos óleos de soja, canola, girassol e 
milho, 2 de margarina e 2 de gordura hidrogenada, sendo cada produto 
do mesmo fabricante, de mesma marca e diferentes lotes. Todas amos-
tras foram adquiridas junto ao comércio da cidade de São Paulo/Brasil. 
Em algumas das amostras não havia no rótulo a declaração da presença 
de antioxidantes sintéticos. As determinações foram conduzidas em 
duplicata. Para a tomada de amostra foram utilizadas 2 embalagens, 
que tiveram o conteúdo homogeneizado antes da análise.
Os antioxidantes foram adquiridos das seguintes empresas: galato 
de propila (PG) da Sigma Chemical Co/USA, galato de octila (OG) 
da Aldrich Chemical Company Inc/USA, butil hidroxianisol (BHA), 
butil hidroxitolueno (BHT) e o terc-butil hidroquinona (TBHQ), com 
grau de pureza acima de 98%, da Fluka Chemie/Suíça. Os solventes 
utilizados, todos grau CLAE, foram hexano e metanol (Omnisolv) 
da Merck/EM Science e acetonitrila (Chromar) da Mallinckrodt. O 
ácido acético PA foi obtido da Merck e filtrado em membrana Hv 
de 0,45µm de porosidade com ∅ = 47mm, marca Sartorius. A água 
utilizada foi ultrapura, obtida no sistema Máxima Scientific da Elga 
(Inglaterra), e filtrada com membrana HA de 0,45 µm de porosidade 
com ∅ = 47mm, marca Sartorius.
Uma solução estoque foi preparada para cada antioxidante (PG, 
TBHQ, BHA, OG e BHT). Pesou-se cerca de 50 mg do antioxidante, 
transferiu-se para um balão volumétrico de 50 mL e completou-se o vo-
lume com metanol. A solução trabalho foi preparada a partir da diluição 
da solução estoque. Foi pipetado 1 mL da solução estoque para um balão 
volumétrico de 100 mL, completado o volume com metanol, de maneira 
a obter uma concentração final de 0,01 mg/mL. Todas as soluções foram 
filtradas em unidades filtrantes com membrana Hv de 0,45 µm, marca 
Millipore. As soluções padrões foram mantidas sob refrigeração a 4 oC 
e protegidas da luz por no máximo 2 dias para o TBHQ e 1 semana para 
os demais antioxidantes, segundo Page20 e Perrin e Meyer.22
Método 
Sistema CLAE-UV
As análises cromatográficas foram realizadas empregando-se um 
cromatográfo líquido de alta eficiência, marca Shimadzu, composto 
de vários módulos: 2 bombas LC-10AD, detector de ultravioleta-
visível (SPD-10AV), um autoinjetor (SIL-10A), um degaseificador 
on-line (modelo DGU-14A-THE) e um software Class LC 10-A para 
aquisição de dados e controle total do sistema. 
Condições cromatográficas
Foram empregadas duas colunas, uma Shim-pack ODS(M) de 5 
µm, 250 mm x 4,6 i.d. e uma Chromolith de sílica, monolítica RP-18, 
5 µm, 100 mm x 4,6 mm i.d., para se avaliar a eficiência na separação 
dos antioxidantes sintéticos e a influência no tempo de análise.
A escolha na composição da fase móvel foi realizada de acordo 
com a melhor separação e resolução de cada antioxidante para siste-
mas de eluição isocrática e por gradiente. Como principais componen-
tes da fase móvel estabeleceu-se metanol e água, que foram testados 
em diferentes proporções, com e sem a adição de ácido acético 5%. 
A vazão em todos os testes foi mantida a 0,8 mL/min.
Os picos dos antioxidantes foram detectados através de detector 
de ultravioleta, operando a 280 nm. A identificação foi feita por 
comparação de tempos de retenção de cada antioxidante com os 
tempos dos respectivos padrões analisados nas mesmas condições, 
bem como por cocromatografia. 
Preparo da amostra
A extração dos antioxidantes foi feita com base no método da 
AOAC36 983.15. Para a análise são tomadas 5,0 g de amostra de óleo de 
soja que são dissolvidas em 20 mL de hexano saturado com acetonitrila 
(saturar 300 mL de hexano em um funil de separação adicionando 
acetonitrila até que as 2 fases permaneçam em contato por 2 min de 
agitação). É feita a extração com três volumes de 50 mL de acetoni-
trila saturada com hexano (saturar 300 mL de acetonitrila em funil 
de separação adicionando hexano até que as 2 fases permaneçam em 
contato por 2 min de agitação). As alíquotas são reunidas e o solvente 
evaporado em evaporador rotativo, à temperatura de aproximadamente 
40 oC. O resíduo é ressuspendido em metanol e transferido para um 
balão volumétrico de 10 mL, sendo o volume completado com metanol. 
Os extratos foram filtrados em membrana Hv com poros de 0,45 µm 
antes de serem injetados no cromatógrafo.
A quantificação foi feita por padronização externa. Para a cons-
trução das curvas analíticas foram preparadas cinco soluções de 
trabalho diluídas com metanol, nas concentrações de 40, 80, 120, 
160, 200 e 240 mg/kg de cada antioxidante. Cada um dos seis pontos 
de cada curva representou a média de três determinações da mesma 
solução de trabalho. As curvas analíticas para cada antioxidante foram 
preparadas por regressão linear. 
Validação do método 
Teste de recuperação
Os testes de recuperação foram realizados em óleo de soja, marga-
rina e gordura hidrogenada, dissolvidos em 20 mL de hexano saturado 
com acetonitrila, onde foram adicionadas soluções padrões em dois 
níveis de concentração de 40 e 80 mg/kg de cada um dos antioxidantes 
(PG, TBHQ, BHA, OG e BHT), previamente dissolvidos em metanol 
e transferidos com auxílio de uma micropipeta. Procedeu-se, então, à 
extração dos antioxidantes como descrito na metodologia analítica. 
Repetitividade
A avaliação da repetitividade foi realizada através de cinco de-
terminações, em duplicata, em um nível de concentração de 30 mg/
kg de galato de propila (PG), terc-butil hidroquinona (TBHQ), butil 
hidroxianisol (BHA), galato de octila (OG) e butil hidroxitolueno 
(BHT) adicionados nas amostras de óleo de soja, margarina e gordura 
hidrogenada. A repetitividade foi calculada de acordo com Caulcutt 
e Boddy37 (Equação 1).
r = t √2sr  (1)
onde: r = repetitividade, com significância de 95%; t = t de Student 
e sr = estimativa do desvio padrão.
Limites de detecção e quantificação
Os limites de detecção e quantificação foram determinados utilizan-
do-se equações de regressão linear, de acordo com Miller e Miller.38
Validação de metodologia para a determinação simultânea dos antioxidantes 1191Vol. 32, No. 5
Análise estatística
Foi realizada uma análise de regressão linear no nível de 95% de 
confiança, para a obtenção de uma relação quantitativa entre as variáveis 
(Equação 2). Os intervalos de predição e confiança foram construídos 
junto ao modelo gerado, no mesmo nível de confiança. Toda a análise 
estatística foi obtida usando o pacote estatístico Minitab39 versão 13 
(2000)/USA, fixando-se um nível de significância de 95%.
yi = βo + β1x1 + εi  (2)
onde: yi = área do pico; βo = coeficiente linear; β1 = coeficiente angu-
lar; x
1
 = concentração do antioxidante sintético; εi = erro aleatório.
RESULTADOS E DISCUSSÃO
Para a otimização das condições para a separação simultânea dos 
antioxidantes sintéticos, inicialmente testou-se eluição isocrática. O 
tempo necessário, neste caso, para eluir os antioxidantes foi muito 
extenso, resultando em corridas muito longas, com picos largos de 
baixa resolução, levando os testes para a eluição por gradiente.
O fator de escolha da coluna Chromolith em relação à Shim-
pack é justificado pelas pressões muito elevadas, o que certamente 
diminuiria o tempo de vida útil da coluna e provocaria um desgaste 
maior do equipamento.
Foram testadas mais de dez combinações de metanol e água (aci-
dificada ou não), com diferentes rampas de gradiente. A acidificação 
foi empregada em algumas fases móveis testadas em virtude dos 
dados apresentados por Ivanovic et al.,40 que concluíram que além de 
manter os antioxidantes numa única forma (molecular ou ionizada) 
proporciona uma maior interação com a fase móvel, ocasionando a 
redução do tempo de análise. Para todas as fases móveis testadas, 
os principais problemas sempre se apresentavam na separação entre 
PG e TBHQ. O sistema de eluição que permitiu a melhor resolução 
dos cinco antioxidantes testados foi: iniciando com 55:45 (v/v) 
de metanol-água (acidificada com ácido acético 5%, até pH 3,1); 
chegando a 87:13 em 10 min; permanecendo nessas condições por 
5 min e retornando às condições iniciais após 20 min de corrida. A 
água acidificada evita a ionização dos compostos fenólicos41 que pos-
suem pKa > 10.42 Consequentemente, na fase móvel os antioxidantes 
estarão presentes na forma não ionizada. A Figura 1a apresenta um 
cromatograma da separação da mistura de padrões. 
Após a determinação das melhores condições cromatográficas, 
foi aplicada regressão linear para o estudo da linearidade e para ava-
liar numericamente a qualidade do ajuste do modelo foi realizada a 
análise da variância. 
Os valores obtidos de F
obs
. da análise da variância do ajuste 
dos modelos efetuados para PG, TBHQ, BHA, OG e BHT foram 
75809,54; 18467,00; 29267,45; 32739,85 e 49073,93, respectiva-
mente; em relação ao F
crit
(4,38) sugerem que a regressão foi estatis-
ticamente significativa.
Os resultados obtidos na regressão linear confirmaram a exis-
tência de uma relação linear entre as áreas e as concentrações pré-
estabelecidas, com coeficiente de correlação (r) superior a 0,9993. Na 





p, R2 ajustado, limites de detecção (LOD) e quan-
tificação (LQ) do PG, TBHQ, BHA, OG e BHT.
A exatidão foi determinada através do estudo de recuperação 
dos antioxidantes, PG, TBHQ, BHA, OG e BHT, adicionados às 
amostras de óleo de soja, margarina e gordura hidrogenada em dois 
diferentes níveis de concentração, como mostra a Tabela 2. Na mesma 
tabela pode-se observar uma comparação com taxas de recuperações 
obtidas para alguns antioxidantes por outros pesquisadores. As taxas 
de recuperações obtidas neste trabalho são semelhantes às relatadas 
por Page19,20 em seus estudos colaborativos. Destacam-se as taxas de 
recuperação para o BHT, que foram superiores às da literatura. Como 
não foram encontrados níveis de recuperação para o galato de octila 
em óleo vegetal, apresentamos as taxas de recuperação obtidas por 
Page20 para gordura hidrogenada, para efeito de comparação.
A Tabela 3 apresenta as faixas de repetitividade43 esperadas entre 
cinco determinações de cada antioxidante PG, TBHQ, BHA, OG e 
BHT em um nível de concentração, com 95% de confiança. Desta 
forma espera-se que os valores obtidos por cinco determinações em 
duplicata, difiram dentro dos limites fornecidos pela repetitividade, 
com a confiança indicada. Os dados da Tabela 3 mostram que os 
valores obtidos foram repetitivos.
Os limites de detecção e quantificação (Tabela 1) foram determi-
nados para os antioxidantes PG, TBHQ, BHA, OG e BHT utilizando-
se equações de regressão linear.38
Os limites de detecção encontrados neste trabalho foram 0,61; 
2,36; 3.09; 1,13 e 4,96 mg/kg para PG, TBHQ, BHA, OG e BHT, 
respectivamente. Bannwart e Toledo44 relataram limites de detecção 
de 0,6; 2,7 e 3,0 mg/kg para BHA, BHT e TBHQ, respectivamente, 
utilizando um método de eluição isocrática.
A metodologia aqui validada foi aplicada a amostras de óleos 
vegetais, margarinas e gorduras hidrogenadas. Na Figura 1 são 
apresentados os cromatogramas referentes às amostras de óleo de 
soja, margarinas e gordura hidrogenada. Em nenhuma das amostras 
analisadas foi encontrado antioxidante não permitido pela legislação 
brasileira e em todos os casos os teores determinados estavam abaixo 
do limite máximo estabelecido (Tabela 4). 
Tabela 1. Parâmetros da curva de regressão linear para faixa de concentração de 40 a 240 mg/kg, no nível de confiança de 95%, com limites 
de detecção (LOD) e quantificação (LQ) e R2 ajustado
Antioxidante  Equação da reta  Fobs.  P R2 ajustado LOD (mg/kg) LQ (mg/kg)
PG
y = -14877,60 +20259,92x       
(+10617,55+73,58)
 75809,54  0,00  99,97  0,61  1,40
TBHQ 
y = 6975,04 + 5849,77x       
(+6208,30+43,05)
 18467,00  0,00  99,89  2,36  9,30
BHA 
y = 9163,62 + 5623,77x        
(+4736,23+32,87)
 29267,45  0,00  99,93  3,09  10,32
OG 
y = -45641,3 + 15424,01         
(+12293,95+85,24)
 32739,85  0,00  99,94  1,13  3,76
BHT
y = 3386,43 + 3505,96x         
(+2282,51+15,83)
 49073,93  0,00  99,96  4,96  16,55
F
crit
(1,19; 0,05)  = 4,38
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Tabela 3. Repetitividade obtido através da adição de 30 mg/kg de PG, TBHQ, BHA, OG e BHT nas amostras de óleo de soja, margarina e 
gordura hidrogenada
Antioxidante



















PG 31,25 ± 0,36 1,17 2,36 28,72 ± 1,05 3,70 2,31 26,75 ± 0,83 3,10 3,01
TBHQ 32,20 ± 1,20 3,72 4,31 33,45 ± 0,82 2,50 2,63 32,14 ± 0,76 2,40 2,67
BHA 29,05 ± 0,58 1,98 2,99 34,07 ± 0,46 1,40 3,11 31,28 ± 1,02 3,30 2,85
OG 35,37 ± 0,45 1,27 2,64 29,15 ± 0,54 1,90 2,64 33,15 ± 1,13 3,40 3,03
BHT 26,33 ± 0,83 3,15 3,58 27,11 ± 0,63 2,30 2,83 28,19 ± 0,88 3,10 2,86
* n=5,  média (M), desvio padrão (DP) e coeficiente de variação (CV).
Tabela 4. Resultados obtidos para análises de antioxidantes sintéticos em óleos vegetais, margarina e gordura hidrogenada
Produto
Concentração do Antioxidante (mg/kg)
TBHQ BHA BHT
M±DP CV(%) M±DP CV(%) M±DP CV (%)
Soja 59,25±0,90 1,52 - - - -
Canola 101,42±3,84 3,79 - - - -
Girassol nda - - - - -
Milho 53,75±0,77 1,43 - - - -
Margarina - - nd* - 115,76±6,36 5,59
Gordura  
Hidrogenada
 -  -  7,74±0,44  5,69  58,34±0,75  1,29
* nd - não detectado; Resultados são representados como média (M), desvio padrão (DP) (n=4 para um lote) e coeficiente de variação (CV).
Tabela 2. Recuperação dos antioxidantes adicionados em dois níveis de concentrações 40 e 80 mg/kg de cada um dos antioxidantes (PG, BHA, 
BHT, OG e TBHQ) no óleo de soja, margarina e gordura hidrogenada
Antioxidante
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40,54 100±5 81,60 91±7 40,67 95±5 80,76 94±3 42,08 92±3 81,14 96±5
* Os resultados são médias de 5 determinações em duplicata.
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Figura 1. Cromatogramas da mistura padrão de antioxidantes sintéticos 
PG, TBHQ, BHA, OG e BHT (20 mg/kg) (a), óleo de canola (101 mg/kg de 
TBHQ) (b), margarina (116 mg/kg de BHT) (c), gordura hidrogenada (8 
mg/kg de BHA e 58 mg/kg de BHT)  (d), separados por CLAE. Condições 
cromatográficas: coluna Chromolit, 100 mm x 4,6 mm d.i., 5 µm, vazão de 
0,8 mL/min, fase móvel composta por metanol-água (acidificada com ácido 
acético 5% até pH 3,1) iniciando com 55:45, chegando em 10 min a 87:13, 
permanecendo nessas condições por 5 min e retornando às condições iniciais 
após 20 min de corrida. Detecção em 280 nm
Nos óleos vegetais de soja, canola e milho o único antioxidante 
encontrado foi TBHQ. Não foi encontrado nenhum antioxidante 
nas amostras de óleo de girassol. Já nas amostras de margarina foi 
detectada a presença de BHT e em gorduras hidrogenadas, a mistura 
de BHT e BHA.
Não foram detectados os antioxidantes PG, BHA, OG e BHT 
nos óleos de soja, girassol, canola e milho. Nas margarinas a indús-
tria de alimentos tem utilizado o antioxidante BHT e nas gorduras 
hidrogenadas, a combinação do BHA e BHT.
CONCLUSÕES
A partir do estudo inicial dos parâmetros cromatográficos, reali-
zou-se a otimização das condições para a determinação simultânea 
de cinco antioxidantes sintéticos - BHA, BHT, OG, PG e TBHQ - 
permitidos pela legislação brasileira para uso em alimentos.
A acidificação da água, com redução do valor do pH, foi funda-
mental para a obtenção de uma melhor resolução, fazendo com que 
a análise finalize em 20 min.
A validação da metodologia mostrou-se bastante eficiente com 
taxas de recuperação superiores a 90% para os 5 antioxidantes sinté-
ticos (PG, TBHQ, BHA, OG e BHT), boa linearidade e com limites 
de detecção semelhantes aos relatados na literatura.
O método através da utilização de solventes comuns e pelo 
tempo empregado na separação dos 5 antioxidantes em uma corrida 
cromatográfica de 20 min torna-o simples, rápido e reprodutivo, 
possibilitando que esta metodologia seja empregada em laboratórios 
de órgãos públicos e privados para a determinação simultânea dessas 
substâncias nos óleos, gorduras e margarinas comerciais. 
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